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为 22、水温为 28℃条件下培养，幼体发育到 D 形时
期密度约为 15 个 /mm3 ． 幼体主要喂养的藻为等鞭
金藻(Isochrysis zhangjiangensis)和小球藻(Chlorella







体，用磷酸盐缓冲液(PBS，pH 值为 7． 2)清洗 3 次，
液氮速冻，超低温冰箱保存待用．
1． 2 幼体总蛋白提取
每管 100 mg 幼体中加入 1 cm3 TRIzol 试剂，在
冰上匀浆机匀浆打碎，每次 30 s，间隙停止 10 s，匀
浆破碎 5 min;加入 200 mm3氯仿后振荡 15 s，室温
下放置 5 min;12 000 r /min，4℃离心 15 min，去掉浅
黄色中层和无色上层溶液;加入 300 mm3乙醇后振
荡混匀，2 000 r /min，4℃离心 5 min;将上清转移至
新的离心管中，加入 1． 5 cm3异丙醇，振荡混匀，室
温下至少放置 20 min，若一个离心管装不下，可平均
分成两管后，分别加入 750 mm3 异丙醇;14 000
r /min，4℃离心 10 min，弃上清，取沉淀;上述沉淀中
加入 1 cm3体积分数为 95%的乙醇，振荡重悬浮沉
淀后 14 000 r /min，4℃离心 10 min，弃上清，取沉淀;
沉淀在超净台中干燥后，重新溶解于 50 ～ 100 mm3
蛋白裂解液中，加入量视沉淀量而定，溶解好的蛋白
－ 80℃保存待用． 提取的总蛋白利用 Bradford 的蛋
白浓度测定试剂盒来测定所提取总蛋白浓度．




骤按照 invitrogen trizol 试剂盒说明书提取幼体总
RNA．
使用 TaKaRa 反转录试剂盒，按照说明书以提
取的幼体总 RNA 为模板，合成 cDNA 第一条链． 合
成的模板 － 20℃保存待用．
1． 4 双向电泳
第一向等电聚焦:所取蛋白量为 100 mg． 仪器
设定参数，仪器运行参数:50V，13h;100V，2h;
200V，2h;500V，1h;1 000V，2h;4 000V，2h;
8 000V，15 000VHrs;8 000V，35 000VHrs． 第一向
跑完后，将胶条取出正面向上加入到胶条盘中，加
入事先配好的还原液浸泡 17 min，用 SDS 电泳缓
冲液冲洗 3 次，再用烷化液避光摇动浸泡 17 min，
最后用 TGS缓冲液清洗 2 遍． 第二向 SDS 聚丙烯
酰胺凝胶电泳:所用凝胶浓度为 12% ． 电泳参数
为:20 mA /板、30 min;40 mA /板运行至溴酚蓝条





对应的塑料盒中，在水瓶摇床上轻轻摇动 2 h 或过
夜，然后用体积分数为 50% 的无水乙醇清洗 30
min;然后加入敏化液敏化 3 min;超纯水清洗 3 次，









比的差异．将相对含量差异超过 1． 5 倍以上的标记
为差异点．从胶上切下含差异蛋白点的胶粒，放入
1． 5 cm3的离心管中，加入 200 mm3超纯水漩涡振荡
2 次，每次 5s;去掉超纯水，加入 1 ∶ 1 混合的 300
mmol /dm3铁氰化钾和 100 mmol /dm3的硫代硫酸钠
溶液，振荡 5 ～ 10 s，看到胶粒变为浅黄色或白色，立
即加入 1 cm3的超纯水终止反应，再用超纯水清洗 2
次;用 50 mmol /dm3的碳酸氢铵溶液清洗 1 次，然后
换成 1∶ 1 混合的乙腈和碳酸氢铵溶液，清洗 2 次;
100%的乙腈，洗 2 次．超净台中胶粒干燥．在离心管
中加入 5 mm3的胰蛋白酶解液，冰上孵育 30 min，移
液枪吸掉多余的酶解液，37℃酶解过夜． 酶解结束
后，加入 50． 0 mm3蛋白溶解液，室温放置 1 h，短暂
离心后吸取上清液，每次 0． 5 mm3上样到质谱的点
样板上，干燥后，重复上样 3 次．上样板送入仪器，进
行蛋白点质谱测定．




有 1 300 多个比较清晰的蛋白点，蛋白的分子量主
要集中在 20 ～ 70 kDa，蛋白 pI 值主要集中在 4 ～ 8
的范围内．
利用 ImageMaster 软件筛选出两个时期幼体的
蛋白表达差异在 1． 5 倍以上的有 128 个，差异点在
2 倍以上的有 66 个，将 66 个蛋白差异点通过酶解
质谱鉴定，注释出 39 种蛋白名称． 其中 8 种蛋白表
达升高，31 种表达降低． 39 种蛋白质的具体名称以
及功能分类如表 1 所示．
图 1 牡蛎幼体附着变态过程中全蛋白双向凝胶电泳图谱
Fig． 1 2-DE map of the total proteome during the Pacific oyster larval settlement and metamorphosis
a．变态前幼体;b．变态幼体
表 1 牡蛎幼体两个不同时期的差异蛋白质谱鉴定结果
Tab． 1 Summary of the differentially expressed proteins in two development stages of the Pacific oyster，
identified by MALDI-TOF /TOF
功能分类 蛋白点编号 蛋白名称 蛋白功能
细胞骨架部分 15 β-微管蛋白 微管
33 微管蛋白 α-3 链 细胞骨架、微管
44 β-肌动蛋白 细胞质、细胞骨架
72 肌肉组织肌动蛋白 细胞质、细胞骨架
92 肌动蛋白 2 细胞质、细胞骨架
95 肌动蛋白 细胞质、细胞骨架
115 β-微管蛋白 1 微管
122 β-微管蛋白 2 微管
110 筑丝蛋白 A1 微管
127 穹窿体主蛋白 核蛋白
生理调节部分 9 脂酰辅酶 A脱氢酶 脂肪代谢
13 过氧化氢酶 氧化还原酶
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续表 1
功能分类 蛋白点编号 蛋白名称 蛋白功能
20 谷氨酰胺合成酶 氨基酸代谢
22 past-1 蛋白 钙离子绑定
24 丙酰辅酶 a羧化酶 连接酶







73 Rho-GDI 相关蛋白 激活 GTP酶
76 丙酮酸脱氢酶 E1β亚基 激活 GTP酶






细胞增殖部分 32 三磷酸腺苷合成酶 氢离子跨膜转运活性
59 蛋白激酶 C受体 发育蛋白
蛋白修饰因子部分 12 细胞色素氧化酶 6A亚基 蛋白折叠
18 细胞色素氧化酶腺 分子伴侣
19 苷酸环化酶关联蛋白 腺叶酸环化酶绑定
26 复合蛋白 1α亚基 分子伴侣
27 复合蛋白 1β亚基 分子伴侣
2． 2 蛋白差异点 mRNA水平的表达验证
依据牡蛎幼体转录组文库或太平洋牡蛎上传的
基因组和转录组数据获得 10 个蛋白质点的 cDNA
序列，依据序列设计定量引物(表 2) ，利用 qRT-PCR
技术验证 10 种蛋白质在两个幼体不同发育时期的




表 2 10 个基因表达荧光定量检测引物序列
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图 2 10 种蛋白基因水平的表达变化
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Study on differentially expressed proteins related to larval settlement
and metamorphosis in the Pacific oyster，Crassostrea gigas
YANG Bing-ye1，2，PU Fei2，CHEN Zhong-wei1
(1． Xiamen Key Laboratory of Marine Medicinal Natural Products and Cell Engineering，Xiamen Medical College，
Xiamen 361023，China;2． College of Ocean and Earth Science，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract:The Pacific oyster，Crassostrea gigas，is an economically important mariculture species in China，settle-
ment and metamorphosis is an essential process for the larval development of the species． The study of molecular
mechanism on larval settlement and metamorphosis is helpful for the oyster growing and seeding． In our studies 128
proteins in different expression were screened and 39 proteins identified during the settlement and metamorphosis
with two-dimension gel electrophoresis and mass-spectrometric technique，respectively． The function analysis of the
different expressed proteins screened and resulted fibroin related to the formation of cilia and the calcium net pro-
teins related to stabilize the intracellular concentration of calcium ions． These provide the molecular data that re-
veals the degeneration and disappearance of the veliger tissue and cilia of the oyster larvae and the mechanism of
calcium ion to effectively induce the attachment and metamorphosis of the larvae． In the meanwhile，we obtained
three key protein enzymes as acetyl coenzyme A dehydrogenase，isocitrate dehydrogenase and 3-phosphate glyceral-
dehyde dehydrogenase，which respectively regulate the important physiological functions of fatty acid β-oxidation，
tricarboxylic acid cycle and glycolysis，and two other enzymes，arginine kinase and ATP synthetase that regulate the
energy storage and release in the invertebrate． These observations furtherly clarify the molecular mechanism of ener-
gy regulation in oyster larvae during the settlement and metamorphosis．
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